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_Resumo
Um dos cogumelos comestíveis que tem suscitado maior interesse nos últi-
mos anos é o Pleurotus ostreatus, conhecido como cogumelo ostra, devido 
à facilidade de cultivo e ao seu grande potencial económico e qualidade 
nutricional. Existe, assim, a necessidade de estudar a sua composição em 
nutrientes e compostos bioativos para valorizar o seu cultivo. Este estudo 
teve por objetivo determinar o teor de ergosterol, por Cromatografia Líquida 
de Alta Eficiência acoplada a detetor de Ultravioleta-Visível, do cogumelo 
Pleurotus ostreatus cultivado em diferentes substratos, nomeadamente, 
borras de café e palha de trigo. Verificou-se que as amostras de cogumelo 
P. ostreatus cultivadas em borras de café apresentaram uma concentração 
de ergosterol superior (4,06 ± 0,32 mg/g de matéria seca) relativamente 
às amostras da mesma espécie de cogumelo cultivadas em palha de trigo 
(3,34 ± 0,19 mg/g de matéria seca). O uso das borras de café no substrato 
de crescimento de cogumelos ostra permitiu um aumento da concentração 
de ergosterol. No futuro seria de todo o interesse avaliar a influência do uso 
deste subproduto no substrato de crescimento de outras espécies comestí-
veis de cogumelos e no teor de outros compostos bioativos.
_Abstract
One of the edible mushrooms that have attracted more interest in recent 
years is Pleurotus ostreatus, known as the oyster mushroom, due to the 
ease of cultivation and its great economic potential and nutrit ional quality. 
Therefore there is the need to study its composition in nutrients and bio-
active compounds to enhance its cultivation. This study aimed to deter-
mine the ergosterol content by high-per formance l iquid chromatography 
coupled to the ultraviolet-visibi l ize detector of Pleurotus ostreatus mush-
room grown on dif ferent substrates, namely cof fee grounds and wheat 
straw. Samples of P. ostreatus mushroom cultivated in cof fee grounds 
showed a higher concentration of ergosterol (4.06 / g ± 0.32 mg dry mat-
ter) than the samples of the same species of mushroom grown on wheat 
straw (3.34 / g ± 0.19 mg dry matter). The use of cof fee grounds on the 
oyster mushroom growth substrate al lowed obtaining an increase in er-
gosterol concentration. In the future it would be of great interest to evalu-
ate the inf luence of the use of this by-product on the growth substrate 
of other edible mushrooms species and on the content of other bioactive 
compounds.
_Introdução
Os cogumelos comestíveis são apreciados em todo o mundo 
não só pela sua textura e sabor, mas também pelas suas pro-
priedades nutricionais e funcionais.
Estas propriedades devem-se ao facto dos cogumelos possu-
írem compostos bioativos, nomeadamente, ergosterol (precur-
sor da vitamina D2), compostos fenólicos, tocoferóis, ácido 
ascórbico e carotenoides, responsáveis pela atividade antio-
xidante, pelo que podem ser associados à promoção da 
saúde (1,2).
Um dos cogumelos comestíveis que tem suscitado maior inte-
resse nos últimos anos é o Pleurotus ostreatus, conhecido 
como cogumelo ostra (figura 1), devido à facilidade de cultivo 
e ao seu grande potencial económico e qualidade nutricional. 
Existe, assim, a necessidade de estudar a sua composição em 
nutrientes e compostos bioativos para valorizar o seu cultivo.
_Determinação do ergosterol no cogumelo ostra (Pleurotus ostreatus) cultivado  em 
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Figura 1: Cogumelo ostra (Pleurotus ostreatus )
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_Objetivo
Este estudo tem por objetivo determinar o ergosterol por 
Cromatografia Líquida de Alta Eficiência com detetor Ultravio-
leta-Visível (HPLC-UV, High Performance Liquid Chromato-
graphy coupled with Ultraviolet-Visible detector) do cogumelo 
Pleurotus ostreatus cultivado em diferentes substratos, nome-
adamente, borras de café e palha de trigo.
_Material e métodos
Na determinação de ergosterol foram util izadas dois tipos 
de amostras, cogumelos Pleurotus ostreatus cultivados em 
borras de café e cultivados em palha de trigo. As amostras 
de cogumelo cultivadas em borras de café e palha de trigo, 
ambas congeladas, foram submetidas a um processo de lio-
f i l ização. As amostras liof i l izadas foram posteriormente tritu-
radas até à obtenção de um pó, o qual foi armazenado, num 
recipiente hermeticamente fechado, à temperatura de refri-
geração. No processo de extração de ergosterol uti l izaram-
se solventes de grau analítico HPLC e a água util izada no 
processo de extração foi obtida por um sistema da Mill ipore 
(Mill i-Q Integral 10, Bil lerica, E.U.A.). Na análise de quantif i-
cação de ergosterol foi usado o padrão de ergosterol adquiri-
do à Sigma-Aldrich (St Louis, MO, EUA). 
A solução padrão de ergosterol foi preparada com uma con-
centração de 8 mg/mL e armazenada à temperatura de refrige-
ração, devidamente protegida da luz, dado que o ergosterol é 
fotossensível. A partir da solução padrão foram realizadas dilui-
ções e obtidas soluções trabalho, num intervalo de 200-2000 
µg/mL para a realização das curvas de calibração. A composi-
ção da fase móvel foi baseada nos estudo de Schwardorf & 
Muller (3) e de Abreu (4), nos quais a quantificação do ergoste-
rol foi realizada por HPLC em fase normal. A fase móvel consis-
te exclusivamente em isooctano, filtrado sob vácuo através de 
um filtro de membrana (0,2 µm de poro), e desgaseificado por 
ultrassons durante 30 minutos.
A extração de ergosterol nas amostras de cogumelo Pleurotus 
ostreatus baseou-se na saponificação seguida da extração 
líquido-líquido da fração insaponificável e na concentração da 
solução por evaporação do solvente de extração. 
As amostras foram preparadas de acordo com o método adap-
tado de Schwadorf & Muller (3). Foram pesados 0,5 g de amos-
tra liofilizada em pó para um balão Erlenmeyer de vidro âmbar. 
De seguida, adicionou-se 15 mL de metanol, 10 mL de etanol 
e 4 g de hidróxido de potássio (KOH). A mistura foi submetida 
a um aquecimento a 80 ºC, sob refluxo, durante 30 minutos. 
Após o arrefecimento procedeu-se à filtração da mistura, sob 
vácuo, através de um funil de Büchner, arrastando-se os resí-
duos existentes no balão Erlenmeyer com 5 mL de metanol. O 
filtrado foi transferido para uma ampola de decantação, lavan-
do o recipiente com 5 mL de água ultrapura. A mistura saponi-
ficada foi agitada com 10 mL de n-hexano durante 1_minuto 
no vortex, deixando-se repousar para uma completa separa-
ção das duas fases. A fase superior (n-hexano) foi retirada, 
extraindo-se, novamente, a fase inferior com 5 mL de n-hexano.
Repetiu-se a extração com mais 5 mL de n-hexano. As fases 
superiores foram filtradas através de papel de f iltro Whatman 
nº_1 e sulfato de sódio anidro. O f iltrado f inal foi de seguida 
evaporado, até à secura, num evaporador rotativo a uma tem-
peratura de 40 ºC. O resíduo f inal foi redissolvido em 5 mL de 
isooctano (fase móvel) e f i ltrado util izando f iltros de seringa 
(0,45 µm de poro). 
As condições da análise de ergosterol por HPLC-UV estão 
resumidas na tabela 1. Os parâmetros de validação determi-
nados neste estudo foram baseados nas recomendações e 
critérios de organizações internacionais de elevada relevân-
cia científ ica (5-7).
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_Resultados e discussão
O método cromatográfico desenvolvido para a determinação 
de ergosterol provou ser específico, seletivo e rápido, apresen-
tando a deteção de ergosterol um tempo de retenção de apro-
ximadamente 3,2 minutos (8). A lineariedade do método foi 
satisfatória ( r2 = 0,9969) num intervalo de 200 a 2000 µg/mL. A 
precisão intra-dia e inter-dia para a amostra de cogumelo culti-
vado em borras de café, apresentou valores de desvio padrão 
relativo (% RSD) de 4,9% e 7,8%, respetivamente (8). No caso 
da amostra de cogumelo cultivado em palha de trigo, os valo-
res de precisão intra-dia e inter-dia foram de 2% e de 5,8%, 
respetivamente (8). A metodologia de extração desenvolvida 
apresentou resultados de recuperação do ergosterol entre 78,2 
e 101% para os três níveis de concentração estudados (8). 
Segundo Savón et al. (9), o teor de ergosterol no cogumelo de-
pende de fatores ambientais, principalmente, da luz, tempera-
tura, humidade, concentração de acetato de sódio e do tipo de 
substrato utilizado. 
No presente estudo verificou-se que as amostras de cogumelo 
P. ostreatus cultivado em borras de café apresentaram uma 
concentração de ergosterol superior (4,06 ± 0,32 mg/g matéria 
seca) relativamente às amostras de cogumelo P. ostreatus cul-
tivado em palha de trigo (3,34 ± 0,19 mg/g matéria seca), sendo 
que os resultados indicam que o substrato à base de borras 
de café poderá ter influência no aumento da concentração de 
ergosterol (8). 
Na literatura existem vários dados sobre o teor de ergosterol de 
outras espécies de cogumelos comestíveis, bastante procura-
das, como é o caso dos cogumelos Lentinula edodes (Shiitake) 
e Agaricus bisporus (cogumelo de Paris). No caso do cogumelo 
Lentinula edodes os valores do teor de ergosterol encontrados 
variam entre 5,51 mg/g a 6,79 mg/g em matéria seca (10-12). 
Enquanto no cogumelo Agaricus bisporus o teor variou entre 
3,06 mg/g a 7,80 mg/g em matéria seca (11, 12). 
De acordo com o estudo de Jasinghe et al. (11), os cogumelos 
Lentinula edodes (6,0 5 mg/g) e Agaricus bisporus (7,80 mg/g) 
apresentaram um teor de ergosterol superior relativamente ao 
cogumelo P. ostreatus, o que também se verifica no presen-
te estudo. Gil-Ramirez et al. (12) verificaram também que o co-
gumelo Lentinula edodes (5,51 mg/g) apresentou um teor de 
ergosterol superior ao cogumelo P. ostreatus. Porém, o cogu-
melo Agaricus bisporus (3,06 mg/g) apresentou um teor de 
ergosterol bastante próximo do P. ostreatus quer no mesmo 
estudo quer no presente trabalho. 
Verif icou-se, também, que a espécie P. ostreatus possui um 
teor de ergosterol superior em comparação a outras espécies 
Tabela 1:      Condições do método de HPLC-UV-Vis para a determinação do ergosterol em amostras 
de cogumelo Pleurotus ostreatus.
Equipamento
Fase estacionária
Fase móvel
Fluxo da fase móvel
Eluição
Volume de injeção
Temperatura da Coluna
Temperatura do Injetor
λ
HPLC-UV-Vis composto por uma bomba Gilson modelo 307 
(Gilson Medical Electronics, Vi l l iers-le-Bel, França)
Coluna de fase normal de Sí l ica Nucleosil 100-5 (25 cm x 4,6 mm; 
diâmetro de par tícula 5 µm) da HICHROM® (Inglaterra)
Isooctano 
1,5 ml/min
Modo isocrático
20 µL
Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
282 nm
2ª série
número
18
2017
Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge, IP
Doutor Ricardo Jorge
Nacional de Saúde
_Instituto Observações_ Boletim Epidemiológico
www.insa.pt
35
artigos breves_   n. 7
www.insa.pt
de cogumelos comestíveis, obtidas comercialmente, bastan-
te apreciadas, tais como, Lactarius delicious (1,60 mg/g), Ga-
noderma lucidum (0,69 mg/g), Agaricus blazei (1,73 mg/g), 
Cantharel lus cibarius (2,61 mg/g) e Flammulina velutipes 
(0,53_mg/g) (11, 12).
_Conclusão
O conhecimento científico de determinados compostos, como 
o ergosterol, em cogumelos ostra cultivados em Portugal é es-
casso, pelos que os resultados deste estudo são importantes 
para valorizar e incentivar o cultivo e o consumo deste alimen-
to funcional, que constitui, também, uma fonte promissora de 
compostos bioativos para suplementos alimentares e fórmulas 
farmacêuticas.
Por outro lado, o reaproveitamento de subprodutos da indústria 
alimentar, como as borras de café, é importante para a susten-
tabilidade de toda a cadeia alimentar. Assim, no futuro seria de 
todo o interesse a avaliação da influência deste subproduto no 
substrato de crescimento de outras espécies comestíveis de 
cogumelos e no teor de outros compostos bioativos.
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